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Sinopse:

A distribuicéo, diversidade e biologia de espécies do género Lutzomyia da area do
campus da Universidade Federal do Amazonas foram estudadas utilizando diversas
metodologias de coleta (armadilha luminosa, isca animal e aspiracdo em base de
arvore), além destas, também foi utilizado analise de sangue pela técnica de
precipitina com o objetivo de se obter as primeiras informagdes desta area quanto a
estratificagéo, tipo de fonte alimentar, infecgdo natural e nimero de espécies de
flebotomineos. Os resultados deste trabalho corroboram para a compreenséo da
epidemiologia dos vetores de leishmaniose na regido do Amazonas.

Palavras-chave: 1. Flebotomineos, 2. Lutzomyia, 3. fonte alimentar,
4. estratificagdo, 5. tripanosomatideos, 6. Manaus, 7. Amazonas, 8. Amazonia

Brasileira.
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RESUMO

Na mata de terra firme da Universidade Federal do Amazonas (UFAM),
considerada uma das maiores areas verdes urbanas tropicais do mundo e o
segundo maior fragmento florestal urbano do Brasil, situada na cidade de Manaus,
Amazonas (03° 04' 34"S e 059° 97'30"W) e compreendendo uma area de
aproximadamente 800 ha, varios aspectos da biologia dos flebotomineos foram
estudados, tais como: (i) a distribuicdo vertical (5, 10 e 15 metros de altura); (ii)
diversidade; (iii) infecg&o natural por tripanosomatideos e a fonte alimentar. Um total
de 4662 flebétomos foram coletados, dos quais 41 espécies do género Lutzomyia
foram identificadas. A maior abundancia e riqueza foi assinalada a menos de 5
metros de altura do solo, sendo a espécie Lutzomyia umbratilis mais representativa
em todo estudo, seguida de L. anduzei e L. claustrei. A diversidade da fauna foi de
6,4 pelo indice de Fisher-Williams ficando dentro do observado para areas de
floresta continua nesta regido. Das 58 fémeas de L. umbratilis dissecadas, cinco
8,6% individuos apresentaram flagelados no trato digestivo e sangue em processo
de digestdo. Testes de precipitina indicaram que a fonte alimentar preferencial para
L. umbratilis foram os roedores, contrariando informagdes da literatura que afirmam
serem os edentatos (as preguicas) a fonte alimentar desta espeécie. Todas essas
observagbes nos levam a concluir que as mudangas ambientais e a conseqliente

oportunidade de oferta de alimento Possam estar influenciando no comportamento

destas espécies de flebotomineos nesta area.
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ABSTRACT
The non-flooded upland forest on the Campus of the Universidade Federal of
Amazonas is considered to be one of the largest areas of tropical urban woodiand in
the world, and the second largest forest fragment in an urban setting in Brazil. It is
located in the city of Manaus in the State of Amazonas at 03° 04’ 34" S, 59° 57’ 30”
W and covers an area of approximately 800 hectares. The following aspects of
phlebotomine biology were studied at this site: vertical stratification of adults at 5m,
10m and 15m; species diversity; flagellate infection and bloodmeal sources. A total of
4662 sand flies were collected, representing 41 species of the genus Lutzomyia.
Abundance and species richness were greatest in samples collected at 5m above the
ground. Lutzomyia umbratilis was the dominant species at all heights, followed by L.
anduzei and L. claustrei. The alpha diversity of the fauna had a value of 6.4 for the
Fisher-Williams index, which is not very much less than values reported for areas of
continuous forest in this region. Of 58 females of L. umbratilis dissected, five (8,6%)
individuals containing a partly digested bloodmeal presented with flgellates in the
digestive tract. Precipitin tests on blood from L. umbratilis indicated that rodent blood
predominated, in contrast to previous reports that Xernarthra (particularly sloths) are
the main hosts of this species. It is concluded that environmental changes affecting

host availability may be have an influence on the behaviour of sand flies in this area.
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Introdug¢éo Geral

I. INTRODUGAO GERAL*

Os flebotomineos s&o pequenos insetos ndo ultrapassando a 0,5 cm de
comprimento além de serem densamente pilosos. Estes pertencem & ordem Diptera,
familia Psychodidae, e subfamilia Phlebotominae. Apresentam uma grande
diversidade de habitats, sendo encontrados em regiées semi-aridas, florestas, areas
serranas, chegando até areas urbanas. Possuem habitos crepusculares ou noturnos
e costumam permanecer em seus abrigos durante as horas luminosas do dia,
abandonando-os no periodo crepuscular em busca de alimento (Forattini, 1973).
Contudo, L. wellcomei e L. umbratilis freqlientemente atacam o homem durante o dia
(Lainson et al, 1994). Sua classificagédo baseia-se nos caracteres dos adultos,
machos e fémeas sendo que a familia agrupa seis géneros: Phlebotomus,
Sergentomyia e Chinius no Velho Mundo, Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya no
Novo Mundo (Young & Duncan, 1994). Dos trés géneros do Novo Mundo Lutzomyia
é considerado o mais importante por conter representantes vetores da leishmaniose.
Nas Américas, tem sido descritos mais de 400 espécies deste género, onde a
maioria destas s&o registradas no Brasil (Young & Duncan, 1994).

Estes insetos, sdo conhecidos vulgarmente como mosquito—palha, tatuquira,
birigui, asa branca, asa dura, frebéti e cangalhinha dependendo da regido onde sdo
encontrados. Possuem asas com ponta em forma de langa, mantidas eretas sobre o
corpo durante o pouso. Os adultos de ambos os sexos necessitam de carboidratos
como fonte de energia, retirando-os do néctar de flores, frutos e/ou de seivas de
plantas e secregbes de afideos. As fémeas, entretanto, apresentam o habito de
sugar o sangue de vertebrados, necessario 4 maturacdo de seus ovos (Young &

Duncan, 1994). Essa caracteristica os inclui dentro de um grupo de importancia
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Introdu¢éo Geral

epidemioldgica. O hematofagismo é precedido da injegdo ou inoculagéo de saliva
que pode desencadear reagdes alérgicas. Ao sugar o sangue humano, esses
insetos injetam através da pele varios microorganismos patdgenos podendo
transmitir determinadas infecges ao homem causando-lhe doengas como a
leishmaniose, bartonelose e algumas arboviroses (Forattini, 1973; Pessoa & Martins,
1982; Corn et al., 1990). Esses insetos s&o hospedeiros, além das leishméanias, de
bactérias, fungos, determinadas espécies de plasmaodios, hemogregarinas,
tripanosomas e endotripanos (Christensen & Herrer, 1976; Warburg, 1991; Shaw,
1992).

Dados relevantes sobre a epidemiologia, biogeografia, ecologia, taxa de
infec¢éo natural e determinagéo das fontes de alimento desses flebotomineos vém
sendo discutidos em trabalhos relacionados ao seu comportamento em todo Brasil.

A principal doenga transmitida pelos fleb6tomos ao homem é a leishmaniose
causada por protozoarios do género Leishmania, largamente distribuidos por quase
todo o hemisfério Ocidental e Oriental. E uma doenga crénica e ndo contagiosa,
sendo considerada a segunda doenga causada por protozoario de maior incidéncia
na Amazonia, constituindo um grande problema de salde publica na regigo
(Marcondes, 2001). Atualmente, a leishmaniose é notificada em quatro continentes,
endémica em 88 paises, 72 destes em desenvolvimento. O Brasil € um dos paises
de maior incidéncia da doenga, tanto na forma visceral ou cutanea. As infecgbes s&o
causadas por diversas espécies do parasita, com seus ciclos biologicos distintos
envolvendo dois hospedeiros, um vertebrado, geralmente um mamifero silvestre e
um invertebrado, insetos do género Lutzomyia. Nas Américas, o homem participa
como hospedeiro acidental apresentando como manifestagdes clinicas graves

lesGes destrutivas da pele, mucosas e 6rg&os internos (Arias & Naiff, 1981).
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No periodo de 1990 a 1999, verificou-se que no Brasil a média dos casos
anuais foi de 28.986 e em Manaus, de 1989 a 2001 foram registrados 11.397 casos
de Leishmaniose Tegumentar Americana - LTA (FUNASA/IMTM-AM, dados nao
publicados), sendo Lutzomyia umbratilis Ward & Fraiha 1977, incriminado como o
principal transmissor de Leishmania (V.) guyanensis Floch, 1954 ao norte do Rio
Amazonas (Lainson et al., 1976; Ward e Fraiha, 1977; Arias & Freitas, 1977, 1978;
Ready et al., 1986).

Existem em torno de 30 espécies de Leishmania, com cerca de 20 no Novo
Mundo e algumas destas pouco conhecidas. E provavel que a distribuicdo das
espécies de Leishmania seja mais ampla que a conhecida, pois em geral esta é
baseada apenas em dados de registro de casos humanos (Lainson & Shaw, 1987;
Grimaldi et al., 1989).

Os reservatorios naturais do parasita sdo roedores, marsupiais, edentatos,
procionideos e macacos, além de animais domésticos como canideos e equinos
(Marcondes, 2001). Dentre os edentatos destacamos as preguicas de dois (género
Choloepus llliger,1811) e trés-dedos (género Bradypus Linnaeus, 1758) com
distribuicdo pela América do Sul e Central (Wetzel & Avila-Pires, 1980). Esses
edentatos podem ser encontrados naturalmente infectados por diversos
hemoflagelados da familia Trypanosomatidae, num total de seis espécies de
leishmanias: L. (V.) guyanensis Floch, 1954; L. shawi Lainson et al.,1989; L.
panamensis Lainson & Shaw, 1972; L. herreri Zeledon, Ponce & Murillo, 1979;
L.equatorensis Grimaldi et al. 1992; L.colombiensis Kreutzer et al, 1991; duas de
endotripanos: E. schaudinni Mesnil & Brimont, 1908 e E, monterogeii Shaw, 1969;
alem de seis tripanosomas: T.cruzi Chagas, 1909; T. leeuwenhoecki Shaw, 1969; T.

mesnilbrimonti Deane, 1961, T. preguici Shaw, 1969; T. rangeli Tejera, 1920 ¢ T.
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legeri Mesnil & Brimont, 1910 (Franco, 1995; Franco et al., 1999). Talhari et al.
(1988) afirmam que em Choloepus didactylus (preguica real) as taxas de infecgdo
por Leishmania chegam a 90% nas regides proximas a Manaus.

Trabalhos como de Christensen et al. (1982), examinando flebotomineos
capturados em areas endémicas de LTA na Regido amazdnica mostraram através
do meétodo de precipitina que 64% das fémeas de L. umbratilis tinham se alimentado
em preguicas. Um total de 33% dos espécimens foram positivos para anti-soro
género-especifico de Choloepus, indicando que C. didactylus constituia a fonte
principal de repasto para esta espécie de fleb6tomo. Das fémeas do Grupo shannoni
(L. shannoni, L. dendrophyla, L. scaffi e L. abonnenci), 73% haviam se alimentado
também preferencialmente do sangue de preguigas, verificando-se a importancia
desses animais como fonte alimentar, assim como, seu provavel envolvimento em
diversos ciclos de transmisséo.

Tripanosomatideos tem sido isolados de varias espécies de flebotomineos,
entretanto, ndo se conhece os provaveis transmissores dos parasitas, o que torna
interessante investigar o ciclo biolégico destes organismos. Desta forma, nos parece
oportuno realizar um estudo sobre a fauna de flébotomos, infecgdo natural por
representantes da familia Trypanosomatidae e fontes de repastos sanguineos das
espécies de flebotomineos existentes no Campus da UFAM, na tentativa de
contribuir para o conhecimento da fauna destes insetos em razdo ao impacto

produzido pelas alteragdes ambientais decorrentes da urbanizagdo e de outros

fatores externos.

*Esta dissertagdo esta dividida em capitulos, cada um deles apresentando introdugdo, materiais e
métodos, resultados, discussao e referéncias bibliograficas (referente ao capitulo em questao). O item

VI (Referéncias Bibliograficas) ao final da dissertagdo inclui apenas as referéncias citadas na
introdugdo e discussao geral.
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1.1- REVISAO DA LITERATURA

Dentre os trés géneros de flebotomineos encontrados no continente
americano, o género Brumptomyia inclui 23 espécies que sdo distribuidas do sul do
México ao norte da Argentina (Martins et al., 1978; Galati & Carceres, 1999). Nove
dessas espécies tém sido observadas picando o homem. O pequeno género
Warileya € representado por nove espécies conhecidas na Costa Rica (Murillo &
Zeledon, 1985), Panama (Fairchild & Hertig, 1951), Colémbia (Young, 1979), Guiana
Francesa (Le Pont & Desjeux, 1984), Bolivia (Velasco & Trapido, 1974), Equador
(Alexander et al., 1992), e Peru (Vargas & Perez, 1985; Fernandez et al., 1998;
Galati & Carceres, 1999; Ogusuku et al. 1996). Nove espécies de Warileya tem sido
implicadas na transmissé@o de doengas, mas pouco se conhece sobre sua relagéo
com patégenos humanos. O género Lutzomyia contém a maioria dos flebotomineos
das Américas com cerca de 400 taxa descritos (Young & Duncan, 1994). Apés os
registros de Young & Duncan, mais de uma dezena de espécies tém sido descritas
até a data atual.

O género Lutzomyia, considerado o de maior importancia médica por conter
espécies transmissoras de patogenos humanos, possui ampla distribuigio no Brasil
desde regibes do sul até areas do norte do pais. Somente 32 espécies de
flébotomos tém sido implicados na transmiss&o de leishmanioses para humanos. Em
contraste, uma ampla variedade de mamiferos silvestres e domésticos esta
envolvida como reservatorio de espécies de Leishmania no Novo Mundo (Grimaldi &
Tesh, 1993).

Na regiéo Sudeste, a partir de 1981, Aguiar et al. iniciaram um projeto sobre a
ecologia de flébotomos do Parque Nacional da Serra dos Orgéos, onde obtiveram
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dados sobre freqliéncia mensal em armadilha luminosa, preferéncias alimentares da
fémeas de flebotomineos bem como abrigos e criadouros naturais (Aguiar et al.
1985, 1986)

Aguiar et al. (1987, 1996) investigaram a preferéncia alimentar e a ecologia de
flebotomineos em lItaguai (RJ) em ambiente domiciliar, peridomiciliar e florestal
encontrando 17 espécies, sendo trés do género Brumptomyia e 14 do género
Lutzomyia. A espécie mais prevalente foi L. intermedia que apresentou 66% de
preferéncia por humanos, levantando a hipétese desta espécie ser vetor potencial da
leishmaniose tegumentar naquela area. Carvalho et al. (2000) em estudos sobre
comportamento quanto a variagdo horaria e ao ciclo lunar no municipio de Paraty
(RJ) confirmaram a maior abundancia para a espécie L. intermedia naquele Estado.
A maior atividade ocorreu entre 21-5h nas fases de lua nova e minguante. Um outro
relato sobre a abundéncia de L. intermedia foi feito em duas reservas florestais da
mata Atlantica no Rio de Janeiro, neste trabalho foram encontradas 9 espécies de
Lutzomyia e uma de Brumptomyia (Souza et al., 2001 ).

Em diversos Estados da regido norte a investigagdo sobre a fauna de
flebotomineos colaborou com o conhecimento da distribuigso, abundancia e biologia
de diversas espécies vetoras e suspeitas de transmitirem a leishmaniose.

Em Rondénia, os trabalhos sobre a fauna de flebotomineos foi iniciada por
Martins et al. (1965) nos arredores de Porto Velho e nas cidades de Guajara-Mirim e
Abuna. Nesse levantamento foram obtidas 40 espécies diferentes do género
Lutzomyia e duas do género Brumptomyia. Durante os 20 anos que se seguiram
nada mais foi acrescido a lista de espécies desta localidade. Somente em 1981
Biancardi deu prosseguimento as pesquisas nesta area encontrando 53 espécies do

género Lutzomyia.
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Andrade Filho et al. (2001) nos anos de 1997 e 1998 realizaram capturas
esporadicas de flebotomineos em municipios do Estado de Tocantins com o intuito
de conhecer a fauna de flebétomos da regido. Utilizando armadilhas CDC coletaram
32 espécies sendo que as mais frequentes encontradas foram L. whitmani e L.
longipalpis, respectivamente.

Relevantes contribuigdes para o conhecimento da fauna de flebétomos de
Roraima foram dadas por Castellén e colaboradores. Os primeiros registros para
esta regido foram feitos por Martins et al.(1963) e Fraiha et al. (1974). Apds esta
data em 1987, Castellon et al. (1989), realizaram coletas em base de arvore a 1,5 e
10m de altura do solo, obtendo 45 espécies. No mesmo ano, na estagéo ecoldgica
da ilha de Maraca, Castellén e colaboradores coletaram um total de 55 espécies,
sendo as mais comuns L. davisi e L. squamiventris, assinalando a presenga de duas
espécies vetoras conhecidas. Posteriormente na mesma localidade em 1991 foram
assinaladas 68 espécies (Castellon et al., 1991). Em levantamento de populagGes de
flebotomineos na bacia petrolifera no Rio Urucu, Amazonas, Castellén et al. (2000)
fizeram uma listagem de espécies coletadas através de diferentes armadilhas e
iscas, constatando a eficiéncia da armadilha luminosa CDC que capturou o maior
numero de espécies (44) ao nivel de 1m de altura do solo.

Um outro grande colaborador para o conhecimento das espécies de
flebotomineos da regido norte, bem como, a transmisséo das leishmanioses foi o
pesquisador Jorge Arias. J& em 1977 na regido de Manaus Arias & Freitas
confirmam L. umbratilis Ward & Fraiha, 1977 e L. anduzei Rozeboom, 1942, como
vetores primario e secundario, respectivamente, de L. (V.) guyanensis causadora da
LTA para esta localidade. Em investigagdes sobre incidéncia de flagelados em
flebotomos selvaticos, 28 espécies foram coletados em base de arvore encontrando

7
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Introdugdo Geral

L. (V.) guyanensis em flebotomineos naturalmente infectados (Arias & Freitas, 1978).
Estudando o ciclo das leishméanias Arias e Naiff (1981), incriminaram Didelphis
marsupialis como o principal reservatério de L. (V.) guyanensis na area urbana de
Manaus. Entre os anos de 1974 e 1983 uma série de coletas foram realizadas em
diversas partes da regido norte totalizando 18.895 flebétomos dissecados, com uma
taxa de infecgéo de 5,6%, sendo o maior indice de infecgéo assinalado para o grupo
shannoni (13,4%). Ainda nesta investigagdo foram isolados de vérias espécies de
flebotomineos alguns flagelados dentre estes L. (V.) guyanensis/L. umbratilis, L. (L.)
amazonensis/L. flaviscutellata, Endotrypanum schaudinni e Trypanosoma rangeli do
grupo shannoni e Leishmania sp. de L. ayrozai e L. paraensis (Arias et al. 1985).
Ready et al. (1985) realizando um estudo piloto de controle de L. umbratilis na area
periurbana da cidade de Manaus (bairro de S&o José) registraram uma taxa de
infecgdo de 7% (39/554) por L. (V.) guyanensis para esta espécie de flebotomo.

Em observagées sobre L. (L.) amazonensis infectando naturaimente
flebotomineos foi encontrada na mata do conjunto residencial Acariquara, mata esta
continua com a Universidade do Amazonas (Manaus, AM), L. olmeca nociva positiva
para este parasita (Arias et al., 1987).

Arias & Freitas (1982), em estudos de estratificagdo na Reserva Ducke, regiéo
de Manaus, com o uso de armadilhas luminosas associadas a CO2, mostraram uma
grande abundancia de espécies no dossel da floresta (15m), sendo L. umbratilis e L.
anduzei os mais representativos. No Acre, Arias & Freitas (1982) assinalaram 19
novos registros de espécies de flebotomineos para aquela localidade.

As contribuicées taxondmicas e biologicas de Freitas, Fé e Barrett para a
Amazonia foram significativas. Em 1998 é descrita L. douradoi coletada em Sao

Gabriel da Cachoeira, alto Amazonas (Fé et al., 1998). No ano seguinte L. derelicta é
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descrita no Para (Freitas & Barrett, 1999). Em 2002, Freitas & Barrett fazem uma
sinopse da série infraspinosa descrevendo mais uma espécie deste grupo, L. georgii.
Neste mesmo ano, foi publicado um trabalho de Freitas et al. (2002) sobre a
diversidade e infecgdo natural da fauna do Amapé onde foram encontradas 47
espécies das quais L. umbratilis, L. whitmani, L. spathotrichia e L. dendrophyla
estavam naturalmente infectados com flagelados.

Jeffrey Shaw & Ralph Lainson, fizeram relevantes contribuicdes quanto ao
conhecimento da epidemiologia das leishmanioses. Em estudos com L.
flaviscutellata Lainson e Shaw (1968) incriminaram esta espécie como vetor de L.
(L.) amazonensis. Em observagdes sobre habitos alimentares de L. flaviscutellata no
baixo Amazonas (Utinga-Belém, PA), concluiram que este vetor tem baixa
antropofilia e pica preferencialmente roedores (Shaw & Lainson, 1968). Na mesma
localidade, Shaw et al. (1972) estudaram o habito alimentar deste vetor com
referéncia a diversas alturas e assinalaram que L. flaviscutellata é limitado quanto a
sua distribuigdo vertical podendo estar relacionado com as fontes alimentares
preferenciais que s&o roedores. No norte do Estado do Para, Lainson et al. (1981),
isolaram e identificaram espécies de leishmanias de flebotomineos, mamiferos
silvestres e homem. Verificou-se nesta investigagdo uma taxa de infecgéo por L. (V.)
guyanensis de 1,76%(20/1139) para L. umbratilis. Lainson et al. (1990), estudaram
L. naiffi causando infecgdes humanas e sugeriram que a leishmaniose causada por
L. naffi pode ser muito mais comum do que sugerem os estudos. No ano seguinte,
Silveira et al. (1991), encontram L. ubiquitalis infectado naturalmente por L. (Viannia)
lainsoni sugerindo mais estudos para comprovar sua capacidade vetorial. Numa
revisdo sobre as leishmanioses do Brasil, Lainson et al. (1994) fazem uma referéncia

especial quanto a eco-epidemiologia da doenga na Amazénia.
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Na regido Sul, em area de transmissédo de leishmaniose tegumentar no norte
do Estado do Parana Teodoro et al. (1993), observaram que de uma populagéo de
4548 espécimens 13 espécies foram identificadas onde L. whitmani foi
predominante, concluindo que as alteragbes introduzidas no ambiente podem ter
resultado em mudangas no comportamento dos flebotomineos.

Na Amazoénia Maranhense, em areas de colonizagéo antiga e recente Rebélo
et al. (2000) estudaram a riqueza, abundancia e freqiiéncia horaria de flebotomineos
utilizando armadilha luminosa (CDC) e Shannon.

Aratijo et al. (2000), verificando a composigdo de flebotomineos no municipio
da Raposa — Maranh&o (area endémica de leishmaniose) encontraram 11 espécies
do género Lutzomyia, sendo a espécie mais abundante L. longipalpis.

Balbino et al. (2001) fizeram o primeiro registro de L. umbratilis fora da regiéo

Amazobnica, em Recife (Pernambuco, Brasil).
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Il. OBJETIVOS

2.1 - GERAL:

v Estudar a fauna de flebotomineos vetores e ndo vetores, observando seus
aspectos biolégicos, em condi¢des naturais e sua importancia na transmisséo
de tripanosomatideos na area do Campus da Universidade Federal do

Amazonas, Manaus, AM.

2. 2 - ESPECIFICOS:

v' Determinar em um fragmento florestal urbano do municipio de Manaus,
Amazonas a composicdo da populagdo de flebotomineos em mata de terra
firme com diferentes niveis de influéncia antrépica.

v' Verificar a taxa de infecgédo natural por tripanosomatideos em flebotomineos
coletados e capturados com variada metodologia em trés estratos (5, 10 e 15
metros).

v Determinar a fonte alimentar de flebotomineos do Campus da UFAM.

11




Capitulo 1

CAPITULO |

PP IIRIIGIRDBIEPEHRSESTS

v DISTRIBUIGAO E DIVERSIDADE DO GENERO LUTZOMYIA
s ,

" (DIPTERA: PSYCHODIDAE: PHLEBOTOMINAE) NA AREA DO
" CAMPUS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS, MANAUS-
" AM, BRASIL.
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CAPITULO |

DISTRIBUIGAO E DIVERSIDADE DO GENERO LUTZOMYIA
(DIPTERA: PSYCHODIDAE: PHLEBOTOMINAE) NA AREA DO
CAMPUS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS, MANAUS-
AM, BRASIL.

Palavras-chave: Lutzomyia, flebotomineos, diversidade, distribuigdo fragmento

florestal, Amazonas.

1. INTRODUGAO

O conhecimento da distribuigdo de flebotomineos coletados em diversos
estratos arbéreos pode ajudar a identificar e definir os hospedeiros e o ciclo de
transmisséo dos parasitas (Williams, 1970). A copa e o solo das florestas podem
formar diferentes habitats e microclimas especificos, essas condigbes aliadas a
disponibilidade de flores e frutos podem atrai diversos animais arboricolas como
primatas e preguicas. A distribuicdo das espécies de fleb6tomos em varios niveis
acima do solo pode ser uma resposta a essas diferengas fisicas e biol6gicas
(Chaniotis et al., 1971). Diversos trabalhos nesta area vém sendo realizado em todo
Brasil demonstrando uma grande variedade de espécies de flebotomineos, bem
como sua distribui¢do geografica, sazonalidade, ecologia e epidemiologia (Biancardi
et al., 1982; Castellon et al., 1991; Aguiar et al., 1996; Sherlock et al., 1996; Silva
& Grunewald, 1999; Andrade Filho et al., 2001; Ferreira et al., 2001; Marcondes et

al., 2001), mas, em algumas regies do pais, pouco se conhece sobre a fauna dos
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flebotomineos. Na Amazénia Brasileira diversos estudos tém sido realizados quanto
a estratificagdo vertical (Ward et al.,, 1973; Biancardi, 1981; Arias & Freitas, 1982;
Barrett, 1993; Silva, 1993; Castelldn et al., 1994, Dias-Lima et al., 2002). Estudos
neste sentido podem ajudar a determinar o risco de exposigdo humana as espécies
vetoras de leishmaniose da regido, bem como, ajudar no planejamento das agdes
controle e prevengédo da doenga.

Em investigagbes sobre estratificagdo, varios autores observaram um maior
nimero de espécies em estratos inferiores a 15 metros de altura (Paes, 1991;
Castellon et al., 2000; Dias-Lima et al., 2002). Arias & Freitas (1982) em Manaus-
AM, usando metodologia semelhante, contudo com o uso de CO, verificaram que a
maioria das espécies de flebotomineos foi encontrada na copa das arvores da
floresta onde L. anduzei e L. umbratilis foram dominantes neste estrato.

O conhecimento da relagdo ecossistema—fatores bidticos, flutuagdes
populacionais, diversidade das faunas de flebotomineos e capacidade vetorial de
espécies numa determinada area s&o extremamente importantes sob o ponto de
vista epidemiolégico e de controle (OMS, 1980).

A alteragdo de uma érea florestal influencia na composigdo da fauna e
abundéncia de uma espécie vetora (Ready et al., 1983; Walsh et al., 1993). Os tipos
de solos e as caracteristicas dos troncos das arvores influenciam na composigéo
faunistica dos flebotomineos (Rutledge & Ellenwood, 1975; Cabanillas et al., 1995).
Em virtude das peculiaridades que envolvem a leishmaniose, as diversas formas em
que ela se apresenta e o pouco conhecimento que se tem acerca dos vetores e sua
dindmica, se faz necessario um estudo entomolégico nas diversas areas de
corréncia da doenga. Assim, o conhecimento das flutuagGes populacionais, seus
habitats, a diversidade das espécies e sua abundancia sdo de fundamental

14
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importancia no planejamento de agdes de controle que possibilitem interromper a
transmisséo da doenga ao homem (Biancardi, 1981).

Baseando-se nos dados expostos e na auséncia de informagbes quanto a
fauna de flebotomineos do fragmento florestal urbano da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), este estudo teve como objetivo, verificar a composigéo da fauna
e sua estratificagdo vertical na mata de terra firme onde se observam diferentes

niveis de influéncia antrépica.

2 - MATERIAS E METODOS

2.1. Area de estudo

Os espécimens foram coletados na mata de terra firme da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM), considerada uma das maiores areas verdes urbanas
tropicais do mundo e o segundo maior fragmento florestal urbano do Brasil. Esta
situada na zona leste da cidade de Manaus, Amazonas (03° 04' 34"S e 059°
57'30"W) e compreende uma area de aproximadamente 800ha, sendo que, a area
verde do Campus abrange 594 hectares englobando 25% do total das areas verdes
publicas e Institucionais existentes na cidade de Manaus, sendo um dos poucos
remanescentes florestais com grande dimenséo existente no perimetro urbano.

Nessa area, sdo encontrados diferentes tipos de vegetagdes. O levantamento
fotointerpretativo dessa area indica a ocorréncia de floresta ombréfila densa, floresta
ombroéfila aberta, e vegetagdo de campina. Esses tipos vegetacionais estdo
distribuidos em platds, vertentes e baixios. A floresta ombroéfila densa é a mata
propriamente dita, a qual representa cerca de 40% da cobertura. Essa mata foi e

15
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continua sendo seletivamente explorada com retirada de madeiras e arvores de
pequeno porte, além de folhas e frutos de palmeiras. Atualmente ja € dificil encontrar
arvores de grande porte de espécies madeireiras, contudo, ainda €& possivel
encontrar um grande nimero de palmeiras como bacaba, buriti e inaja. A floresta
ombrofila aberta é representada por vegetagdo secundéaria (capoeira em varios
estagios) que representa cerca de 50% da cobertura e também remanescentes de
campina. Existem também vérias plantas cultivadas como cupuagu, castanha do
Brasil, graviola, biriba e pau Brasil. Se observa uma série de pontos nos quais n&o
ha nenhum tipo de vegetagédo devido & compactagéo solo (informagdes do botanico
A. Webber, comunicagéo pessoal).

Nesta area, diversos representantes da fauna amazénica séo encontrados,
tais como edentatos (Bradypus tridactylus, Choloepus didactylus, Dasypus
novemcinctus, Tamandua tetradactyla e Cyclopes didactylus), primatas (Pithecia
pithecia, Saimiri sciureus e Saguinus bicolor bicolor em exting&o), roedores (Sciurus
sp., Dasyprocta agouti, D. fuliginosa e Myoprocta acouchy) e carnivoros como Nasua
nasua. N&o ha na area, além do homem, predadores naturais das preguicas
(Carmo, 2002).

Durante muitos anos o fragmento vem sofrendo a ag&do da populagéo
adjacente com a retirada de madeira, principalmente de arvores de pequeno porte
para serem utilizadas como “pau de escoras”, ou seja, madeira retirada do fragmento
florestal para construgdo de casas. A caga, apesar de esporadica, ainda ocorre e os
cagadores eventualmente capturam preguiga bentinha (B. tridactylus) para consumo
alimentar. O fragmento da UFAM (Figura 1), localizado dentro da cidade de Manaus,
apresenta quatro grandes bairros nos seus arredores, facilitando assim a circulagéo
da populagdo adjacente.
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Figura 1- Vista area do campus da UFAM mostrando bairros adjacentes.

Fonte: foto cedida por Jorge Saldanha, 1998, INPA.

Dentro deste fragmento florestal foram amostradas seis areas de mata de
terra firme de 100 x 200 metros (2 ha), trés em area de mata com maior alteragéo
antropica e trés em area de mata com menor alteragéo antrépica (Figura 2a).Todas
as areas foram compostas por 4 trilhas transversais uma a cada 50 metros e 10

trilhas longitudinais com 200 metros de comprimento a cada 5 metros.
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a) Area com menor influéncia antrépica

Sao areas de florestas caracterizadas por floresta ombréfila densa
apresentando na estrutura uma vegetagdo com arvores emergentes chegando
algumas a 25 metros de altura. Presengca de pequenos mamiferos que atraem

cacadores para estas areas.

b) Area com maior influéncia antrépica

Caracterizada por uma floresta ombroéfila aberta vegetagdo em estagio de
regeneragdo avangada e arvores de até 20 metros de altura. Possui trilhas utilizadas
pela populagdo de bairros vizinhos como caminho, tendo assim grande circulagéo de

pessoas.

2.2- Coletas de flebotomineos

O levantamento da populagédo de flebotomineo foi realizado durante o periodo
de marco a outubro de 2002, em area onde foram observadas a presenca de
preguicas reais e bentinhas (Carmo, 2002).

Os fleb6tomos foram coletados utilizando-se armadilhas luminosas (CDC
“miniature” - Hausherr’ Machine Works, New Jersey, EUA), armadilha Disney com
isca animal (B. tridactylus e C. didactylus / licenga Ibama no. 36/2001/processo no.
02005.002979/01-36 — em anexo) e aspiragdo em base de arvore com CDC
modificada (Figura 3 - a,b,c).

Em cada ponto, foram utilizadas doze armadilhas luminosas distribuidas em
quatro arvores, dispostas em trés alturas (5, 10 e 15 metros do solo) que
permaneciam ligadas no periodo das 18h as 8h do dia seguinte, durante um dia em
cada més (Figura 3a).
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As armadilhas do tipo “Disney” (Disney, 1966) foram instaladas proximas as
armadilhas luminosas a 10 metros de altura nos mesmos dias e horarios com o
objetivo de coletar flebotomineos com habito zoofilico.

A coleta em base de arvore, feita por aspiracdo com armadilha luminosa
modificada, foi realizada no mesmo horario e dias da retirada das armadilhas
luminosas em todos os pontos, periodo da manha. O esforgo de coleta para este
método foi de uma hora e meia (8:00 — 9:30h).

Todo o material coletado através destas metodologias foi triado no laboratério
de Leishmaniose e Doenca de Chagas (CPCS/INPA) acondicionado em alcool 70%
e posteriormente clarificado em NaOH (VETEC) e diafanizado em fenol P. A.

(VETEC) para identificagao utilizando-se a classificagéo de Young & Duncan (1994).

Figura 3. Métodos de coleta de flebotomineos: a - armadilha luminosa tipo CDC, b —
armadilha Disney com isca animal, ¢ — aspiracdo em base de arvore com CDC

adaptada a captura manual.
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3. RESULTADOS

Riqueza de espécies. Durante os oito meses de realizagdo deste estudo
(margo-outubro de 2002) um total de 4.463 flebotomineos foram coletados na mata
da UFAM, sendo estes distribuidos em 41 espécies de 11 subgéneros e cinco
grupos, utilizando-se diferentes métodos de coleta com o intuito de fazer um
levantamento do maior niumero de espécies em duas éreas com niveis de alteragdo
distintas (Tabela 2). Foram coletados 1958 insetos em armadilha luminosa, 2040 por
aspiracdo em base de arvore e 465 flebétomos com isca animal. O subgénero com o
maior numero de espécies foi Psychodopygus (7), seguido pelos subgéneros
Evandromyia (6), Nyssomyia (5), Psathyromyia (4), Trichophoromyia (3), Lutzomyia,
Sciopemyia, Trychopygomyia, Viannamyia, Grupos aragaoi e migonei (2)
Micropygomyia, Pintomyia, Pressatia e Grupo oswaldoi (1) (Tabela 1). O indice de
diversidade calculado da mata da UFAM foi de 6,4. A taxa de similaridade
apresentou um percentual de 73% entre as duas areas consideradas (maior e menor

alteragdo antrépica).

Abundaéncia relativa. Do total coletado (4463) a espécie que apresentou
maior abundancia foi L. umbratilis 39% (1744), seguida de L. anduzei 16% (722), L.
claustrei 10,1% (455) e L. rorotaensis 6,7% (301) (Tabela 2). Do total, 42% (1890)
eram fémeas (Figura 4). Quando esses insetos foram analisados por método de
captura, L. claustrei demonstrou-se predominante em armadilha luminosa (CDC),
enquanto que, o numero de L. umbratilis foi superior em base de arvore e L. anduzei

em armadilha com isca animal (preguica real) teve maior representatividade.
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Distribuicdo vertical. Para andlise da estratificacdo dos insetos, foram
considerados somente os resultados das coletas por armadilha luminosa. Do total
de 1.958 individuos, 833 foram das areas mais alteradas e 1.125 da area com menor
alteragdo antrépica. A figura 5 mostra a comparagao das 15 espécies mais
abundantes nos ambientes com maior € menor alteragdo antrépica, onde a maioria
das espécies foram mais abundantes no ambiente com menor alteracao.

Somente uma espécie L. williamsi foi capturada exclusivamente a 15 metros
em ambas as areas, sem ocorréncia a 5 e 10 m de altura. Nos pontos 1, 2 e 3
(Figura 2), dez espécies ocorreram somente ao nivel de 5m de altura (L. aragaoj, L.
ayrozai, L. georgi, L. hirsuta, L. inflata, L. inpai, L. nematoducta, L. ratcliffei, L.
sericea e L. tuberculata) e uma espécie, L. frispinosa, ocorreu a 10m de altura

sem nenhuma capturaa 5 ou a 10m.

1890 B Macho
(42%) s

mfémea

2609
(58%)

Figura 4 — Propor¢do de machos e fémeas de flebotomineos coletados na mata da

UFAM, Amazonas, Brasil.

Na area dos pontos 4, 5 e 6 (Figura 2), L. amazonensis, L. aragaoi, L. ayrozai,
L. inpai, L. monstruosa, L. olmeca nociva, L. ruii, L. taracapacaensis e L. tuberculata

estiveram presentes somente a 5 metros de altura (Tabelas 3 e 4).
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A 5 e 10 metros de altura, nos dois ambientes, as espécies dominantes foram
L. claustrei, L. umbratilis, L. anduzei, L. eurypyga, L. davisi e L. geniculata. Ao nivel
de 15m, somente L. umbratilis e L. anduzei foram mais abundantes.

A figura 6 mostra a razdo sexual das fémeas das principais espécies
incriminadas como vetores de leishmaniose no Estado do Amazonas nos trés
estratos verticais (5,10 e 15 metros), chamando a atengdo para L. umbratilis e L.
anduzei que estiveram presentes nestas trés alturas. Somente duas fémeas de L.
flaviscutellata (nenhuma de L. olmeca nociva) foram capturadas a 15 metros de
altura.

Dentre os insetos do subgénero Evandromyia foi encontrado um exemplar
macho incompleto que de acordo com as caracteristicas morfolégicas parece ser
uma nova espécie deste grupo (Figura 7). Este espécime foi coletado em armadilha
luminosa a 5m de altura no ambiente mais alterado da UFAM. Faz-se necessario a
captura de exemplares para comparagdo com L. pinottii (Damasceno & Arouck,

1955), do qual parece ter maiores afinidades.
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Capitulo 1

Razio sexual das fémeas

Estratificacdo

L. umbratilis WL. anduzei D L. flaviscutellata OL. o. nociva

Figura 6. Razao sexual em trés estratos de espécies de fémeas de flebotomineos

incriminadas como transmissores da leishmaniose na regido do Amazonas, Brasil.

Figura 7. Lutzomyia (Evandromyia) sp., genitalia masculina incompleta.
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Tabela 1. Numero total de espécies de flebotomineos coletados na mata da

Universidade Federal do Amazonas, Manaus, Amazonas, Brasil.

~ 2 e o (]
Subgénero/Grupo/Espécie in dr?vigzos Subgénero/Grupo/Espécie in dhilvigﬁos
Evandromyia Psychodopygus
Lutzomyia bourrouli 1 L. amazonensis 7
L. georgii 42 L. ayrozai 5
L. inpai 9 L. claustrei 455
L. monstruosa 3 L. davisi 205
L. (Evandromyia) sp. 1 L. geniculata 106
L. tarapacaensis 1 L. hirsuta 1
L. paraensis 22
Lutzomyia
L. falcata 34 Trichophoromyia
L. spathotrichia 185 L. eurypyga 166
L. ruii 5
Micropygomyia L. ubiquitalis 88
L. micropyga 2
Trichopygomyia
Nyssomyia L. ratcliffei 1
L. anduzei 722 L. trichopyga 49
L. antunesi 68
L. flaviscutellata 38 Viannamyia
L. umbratilis 1.744 L. furcata 31
L. olmeca nociva 9 L. tuberculata 3
Pintomyia Grupo aragaoi
L. damascenoi 1 L. aragaoi 7
L. inflata 4
Pressatia
L. trispinosa 3 Grupo oswaldoi
L. rorotaensis 301
Psathyromyia Grupo migonei
L. dendrophyla 78 L. sericea 1
L. scaffi 25 L. williamsi 2
L. shannoni 13
L. abonnenci 5 Sciopemyia
L. nematoducta 1
L. sordellii 19
Sub-Total 2984 1479
Total 4.463
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Tabela 2. Levantamento de espécies de fleb6tomos utilizando-se variados métodos

num fragmento florestal urbano, Manaus, AM.

Métodos de coleta

Armadilha luminosa Aspiragado

Isca animal

Especie 5m 10m__ 15m base B R Total
L. umbratilis 106 77 169 1.382 8 2 1.744
L. anduzei 115 73 65 20 93 356 722
L. claustrei 247 157 41 8 2 - 455
L. rorotaensis 33 6 13 249 - - 301
L. davisi 158 36 9 2 - - 205
L. spathotrichia 4 1 4 175 1 - 185
L. eurypyga 142 17 7 - - - 166
L. geniculata 70 26 10 - - - 106
L. ubiquitalis 53 9 6 20 - - 88
L. dendrophyla 2 2 - 74 - - 78
L. antunesi 19 7 1 41 - - 68
L. trichopyga 38 6 5 - - - 49
L. georgii 39 1 2 - - - 42
L. flaviscutellata 28 6 2 2 - - 38
L. falcata - - - 34 - - 34
L. furcata 17 10 3 1 - - 31
L. scaffi 1 - 3 20 1 - 25
L. paraensis 15 1 6 - - - 22
L. sordellii 16 1 2 - - - 19
L. shannoni 3 2 2 2 - 13
L. inpai 9 - - - - - 9
L. olmeca nociva 7 2 - - - - 9
L. amazonensis 6 1 - - - - 7
L. aragaoi 6 1 - - - - 7
L. abonnenci 1 1 - - - 5
L. ayrozai 5 - - - - - 5
L. ruii 4 1 - - - - 5
L. inflata 4 - - - - - 4
L. monstruosa 3 - - - - - 3
L. trispinosa 1 2 - - - - 3
L. tuberculata 2 - - 1 - - 3
L. micropyga - - - 2 - - 2
L. williamsi - - 2 - - - 2
L. (Evandromyia) sp. 1 - - - - - 1
L. bourrouli - - - 1 - - 1
L. damascenoi - - - 1 - - 1
L. hirsuta 1 - - - - - 1
L. nematoducta 1 - - - - - 1
L. ratcliffei 1 - - - - - 1
L. sericea 1 - - - - - 1
L. tarapacaensis 1 - - - - - 1

TOTAL 1.160 446 352 2.040 107 358 4.463
L. = Lutzomyia, B: preguica bentinha (Bradypus tridactylus), R: preguiga real (Choloepus
didactylus).
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Tabela 3. Distribuigdo vertical de flebotomineos coletados com armadilha luminosa

em area com diferentes niveis de alteragdo na mata da UFAM, Amazonas.

N Estrato arbéreo/Alteragéo antrépica
Espécies Menor alteracdo Maior alteragéo
5m 10m 15m 5m 10m 15m

Lutzomyia anduzei
L. claustrei

L. davisi

L. eurypyga

L. furcata

L. geniculata

L. paraensis

L. rorotaensis

L. trichopyga

L. ubiquitalis

L. umbratilis

L. amazonensis
L. antunesi

L. dendrophyla
L. flaviscutellata
L. omeca nociva
L. ruii
L
L
L.
L.
L.
L.
L.
L.
L.
L.
L.
L.
L.
L.

|

. scaffi
. shannoni
sordellii
spathotrichia
aragaoi
ayrozai
georgii
hirsuta
inflata
inpai
nematoducta
ratcliffei
sericea
tuberculata
L. trispinosa
L. williamsi

T

( _): presenca de espécies coletadas nos estratos.
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4. DISCUSSAO

A fauna de flebotomineos encontrada no campus da UFAM mostrou-se
bastante diversificada, com um indice de diversidade em torno de 6,4 pertencente a
diferentes grupos e com padrbes distintos de distribuicdo ficando dentro do
observado para areas de floresta continua da regido. Freitas et al. (2002)
trabalhando no Amapa (municipio de Porto Grande) encontrou um indice de
diversidade em torno de 6,8. Utilizando-se os dados obtidos nos estudos de
Casteldn et al. (1989) em Roraima, Arias & Freitas (1982) no Amazonas e Dias-Lima
et al. (2002) no Amazonas, todos em floresta de terra firme, foram obtidos os indices
de diversidade dessas areas (7.8, 7.3 e 6.2 respectivamente).

Em levantamentos relacionados a fauna destes insetos em floresta primaria
da Amazodnia Brasileira, diversos autores (Lainson et al. (1973); Fraiha et al. (1978);
Arias & Freitas (1982); Ready et al. (1986); Rebélo et al. (2000) e Cabanillas et al.
(2001), varificaram que espécies do subgénero Psychodopygus eram as mais
abundantes, fato similar observado na area da UFAM. Silveira et al. (1991) isolaram
L. naiffi de duas espécies deste subgénero, L. ayrozai e L. paraensis, naturalmente
infectadas incriminando L. ayrozai como transmissor deste parasita para tatus.
Lainson et al. (1973) incriminaram L. wellcomei como o principal vetor de L. (V.)
braziliensis na Serra dos Carajas, PA e Souza et al. (1996) indicam a participa¢édo de
L. complexa na transmisséo desse parasita nas florestas de baixa altitude nesta
mesma regiéo.

O segundo subgénero mais representativo em espécies foi Evandromyia.
Freitas & Barrett (2002), em recente revisdo deste subgénero assinalaram a
presenca de 12 espécies. Em nosso estudo foram encontradas seis espécies, uma
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das quais apresenta estreitas afinidades com L. pinottii. Este inico exemplar macho
Lutzomyia (Evandromyia) sp. se encontra incompleto sem o dististilo, tornando-se
necessario maior nimero de coletas para obtengéo de exemplares completos para

uma melhor elucidagéo taxondmica.

O terceiro subgénero mais representativo foi Nyssomyia. Por apresentar
espécies transmissoras de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) no
Amazonas este subgénero vem a ser o de maior importéncia médica. Dentro deste
grupo, a espécie L. umbratilis que é predominante na floresta de terra firme da
regido e encontrada com altas taxas de infecgédo natural, & considerada como o
principal vetor de L. (V.) guyanensis no Estado do Amazonas, norte do Rio
Amazonas (Lainson et al., 1976; Ward & Fraiha, 1977; Arias & Freitas, 1978).

Maior riqueza de espécies foi observada utilizando-se armadilha luminosa
(CDC) a 5m de altura. Estudos de Arias & Freitas (1982); Castellon et al. (1989,
1991, 2000); Fé et al. (1998); Dias-Lima et al. (2002) na Amazdnia utilizando este
método de captura demonstraram sua eficiéncia, sob o ponto de vista qualitativo e
quantitativo. No entanto, trés de nossas espécies s6 puderam ser coletadas pelo
método de aspiragdo em base de arvore o que nos leva a concluséo que, a
utilizagdo simultanea de uma variada metodologia de coleta em levantamentos de
espécies torna-se mais eficiente devido a abrangéncia dos varios habitats desses
insetos.

A taxa de similaridade de espécies para as duas areas de estudo foi de 73%
(27 espécies) e n&o houve diferengas significativas na distribuicéo vertical dos
flebotomos quando comparados os dois ambientes. Isto pode indicar que a agdo do
homem neste fragmento ainda ndo causou grandes alteragées quanto a distribuigéo
destas espécies de flebotomineos.
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As espécies mais abundantes a 5m foram L. claustrei, L. davisi e L. eurypyga,
enquanto a 15 metros L. umbratilis e L. anduzei tiveram o maior numero de
individuos assinalados. Arias & Freitas (1982) em estudos de estratificagéo na
Reserva Florestal Adolpho Ducke-Manaus, observaram a maioria das espécies
encontradas na copa da floresta. O que discorda dos nossos achados que
mostraram um maior nimero de espécies a 5 metros. Isso pode ser devido ao uso
de CO, nas armadilhas luminosas desse estudo, o que n&o € nosso caso. Paes
(1991); Castellon et al. (2000) e Dias-Lima et al. (2002), trabalhando em varias areas
no Amazonas demonstraram uma maior riqueza de espécies em estratos abaixo de
15m e a prevaléncia de L. umbratilis e L. anduzei a 15 metros de altura, o que vem
confirmar nossos resultados para a regiéo.

A alta prevaléncia de L. umbratilis em base de arvore no periodo da manhg,
horario das coletas, e o fato de s6 terem sido encontrados flagelados em insetos
nesse ambiente pode ser explicado, dentre outros fatores, por sua biologia que
mostra a preferéncia deste inseto por base de arvore e o encontro de grande
numero de infectados concentrados neste habitat (Lainson et al., 1976; Lainson,
1981; Freitas et al., 2002; Cabanillas & Castellon, 1999).

Sobre a razéo sexual das quatro espécies vetoras de L. (V.) guyanensis e L.
(L.) amazonensis para a regido, os resultados indicam que fémeas de L. umbratilis e
L. anduzei foram predominantes a 15m ocorrendo nos trés estratos e L.
flaviscutellata e L. olmeca nociva estiveram mais restritas a niveis mais préximos do
solo. Memmott (1991) e Dias-Lima et al. (2002) relacionam este tipo de distribuigédo
com as fontes de alimento desses insetos, ou seja, a distribuigdo da fonte alimentar
destes flebotomineos pode restringir sua ocorréncia nos varios estratos, L. umbratilis
e L. anduzei vetoras de L. (V.) guyanensis sdo atraidas por edentados
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(principalmente Choloepus didactylus) e marsupiais do género Didelphis, animais
arboricolas, que sobem as arvores em busca de alimento e L. flaviscutellata
juntamente com L. olmeca nociva vetoras de L. (L.) amazonensis fazem seu repasto
sanguineo em roedores silvestres, Proechimys e Oryzomys, que sdo encontrados ao
nivel do solo naturalmente infectados por leishméanias (Christensen et al., 1982;
Talhari et al., 1988).

A predominéncia de L. anduzei em capturas com armadilha “Disney”, tanto
em Choloepus como Bradypus, chamou-nos ateng¢édo pelo fato de ao compararmos
as informagdes de literatura, no qual assinalam que as preguigcas s&o as principais
fontes de repasto sanguineo para L. umbratilis (Christensen et al., 1982), em nossos
resultados confirmamos que estas observagdes ndo se adequam na area do campus
da UFAM, visto que as capturas de L. anduzei tanto pela isca animal como pelos
testes de precipitina (capitulo Ill) foram em preguicas, e que L. umbratilis picaram
preferencialmente roedores contrariando informagées de literatura.

Os resultados deste trabalho referem-se as primeiras informagdes sobre a
fauna de flebotomineos neste fragmento urbano da cidade de Manaus, e corrobora
para o conhecimento da distribuicdo vertical desses insetos, bem como, a
compreenséo da epidemiologia dos vetores de leishmaniose na regido do

Amazonas.
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INFECGAO NATURAL POR TRIPANOSOMATIDEOS
(KINETOPLASTIDA: TRYPANOSOMATIDAE) EM FLEBOTOMINEOS
(DIPTERA: PSYCHODIDAE: PHLEBOTOMINAE) NUM FRAGMENTO
FLORESTAL DA CIDADE DE MANAUS, AM.
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INFECGAO NATURAL POR TRIPANOSOMATIDEOS
(KINETOPLASTIDA: TRYPANOSOMATIDAE) EM FLEBOTOMINEOS
(DIPTERA: PSYCHODIDAE: PHLEBOTOMINAE) NUM FRAGMENTO
FLORESTAL DA CIDADE DE MANAUS, AM.

Palavras-chave: infecgéo natural, Lutzomyia, fragmento florestal,

tripanosomatideos, Manaus.

1. INTRODUGAO

A leishmaniose cutdnea na Amazoénia é considerada uma zoonose com uma
variedade de reservatorios animais, entre os quais varias espécies de Leishmania
séo transmitidas por diferentes flebotomineos vetores (Silveira et al., 1991). Além
das leishméanias, os flébotomos também podem transmitir a0 homem agentes
etiolégicos causadores de bartonelose e de algumas viroses (Forattini, 1973; Pessoa
& Martins, 1982; Corn et al., 1990). Estes insetos ja foram encontrados infectados
também por bactérias, fungos, plasmédios, hemogregarinas, tripanosomas e
endotripanos (Christensen & Herrer, 1976; Warburg, 1991; Arias et al., 1985; Shaw,
1992).

Os flebotomineos do Novo Mundo estdo distribuidos em trés géneros:
Brumptomyia, Waryleyia e Lutzomyia. Dentre estes, somente o género Lutzomyia

inclui espécies de importancia médica, com cerca de 400 espécies descritas (Young

& Duncan, 1994).
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Em diversas regides do Brasil, existem varias espécies de flebotomineos
transmissores de leishménias (Tabela 1). No Estado do Amazonas, norte do Rio
Amazonas, Lutzomyia umbratilis € o principal vetor da Leishmania (Viannia)
guyanensis (Lainson et al., 1976; Ward & Fraiha, 1977) e L. anduzei é considerado
vetor secundario na area de Manaus (Arias & Freitas, 1978). Enquanto que, L.
(Leishmania) amazonensis é transmitida por L. flaviscutellata (Lainson & Shaw,
1968), tendo sido encontrado naturalmente infectado por L. olmeca nociva (Arias et
al., 1987).

Na regido Amazénica, o género Lutzomyia apresenta varidvel importancia
meédica, como exemplo, temos a L. ayrozai, L. rorotaensis infectadas com L.
(Viannia) naiffi, L. ubiquitalis incriminada como transmissora de L. (Viannia) lainsoni
e L. spathotrichia por flagelados n&o identificados (Arias et al. 1985; Lainson et al.,
1990; Silveira, 1991; Freitas et al. 2002). Outras espécies estdo envolvidas na
transmisséo de patdégenos ndo humanos, como a L. shannoni, considerada como
provavel vetor de Endotrypanum schaudinni, parasita exclusivo de preguicas (Arias
et al., 1985; Franco et al., 1997; Franco & Grimaldi, 1999). Além destes, Lainson &
Shaw (1979) no Para, demonstraram infecgéo natural em L. whitmani, L. gomezi, L.
yuilli, L. anduzei, L. tuberculata, L. antunesi, L. furcata, L. amazonensis e L.
paraensis por diversas espécies de tripanosomatideos néo identificados e a infecgédo
por Trypanosoma spp. em L. dendrophila e L. umbratilis (Lainson et al. 1979).

Diversos tripanosomatideos tém sido isolados de vérias espécies de
flebotomos, entretanto, muitos dos quais se desconhece sua importancia. Desta
forma, nos pareceu oportuno realizar um estudo da infecgdo natural por
representantes da familia Trypanosomatidae nas espécies de flebotomineos
existentes no Campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), na tentativa
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de diagnosticar a taxa de infecg&o por tripanosomatideos nestes insetos e o impacto

preduzido pelas alteragées ambientais decorrentes da urbanizagéo ou outros fatores

externos.

2. MATERIAS E METODOS

2.1- Area estudada

O local de coleta dos flebotomineos foi um fragmento florestal urbano da
cidade de Manaus/AM onde esta localizada a Universidade Federal do Amazonas —
UFAM (Figura 1).

Este fragmento compreende uma area de 800ha, sendo que apenas 600ha
pertencem & Universidade. A vegetacéo local apresenta varias formagées vegetais
dentre elas, mata de terra firme, campina, campinarana e mata secundaria em
diversos niveis de sucessé&o sobre platds, encostas e baixios (Carmo, 2002).

As coletas foram realizadas no periodo de margo a outubro de 2002, através
da utilizagé&o de armadilha com isca animal, armadilha luminosa e coleta manual por
aspiragéo em base de arvore (Capitulo I). A area estudada dentro do fragmento
consistia de mata de terra firme onde foram selecionados seis pontos distantes
aproximadamente 1 km um do outro, trés deles com menor alterag&o antréopica e trés

com maior alteragéo (descrigéo da area Capitulo I).
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Bairro do Coroado

L
AGAQIGUAIA

Cidade de Manaus

Figura 1. Fragmento florestal urbano localizado no campus da UFAM, no bairro do

Coroado, Manaus, AM.
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2.2. Coleta dos insetos

Isca animal: flebotomineos de habito zoofilico foram capturados utilizando-se
preguicas das espécies Bradypus tridactylus e Choloepus didactylus em armadilhas
do tipo Disney (adaptagéo de Disney, 1966) como isca animal, préoximo as
armadilhas luminosas.

A armadilha consistia em uma bandeja de aluminio com uma &rea central
aberta, onde era colocada uma gaiola contendo o animal suspenso a uma altura de

10m do solo. A “Disney” foi montada num periodo de 17h até 8:30h do dia seguinte.

Armadilhas luminosas: foram utilizadas armadilhas luminosas do tipo CDC
(CDC “miniature” - Hausherr’ Machine Works, New Jersey, EUA) instaladas em seis
pontos distintos dentro do fragmento (Figura 1). Em cada ponto foram utilizadas 12
armadilhas dispostas em estratos de 5, 10 e 15 metros em quatro arvores. A

captura foi realizada no periodo das 18h as 8h do dia seguinte.

Base de drvore: as coletas foram realizadas no momento da retirada das
armadilhas luminosas e isca animal, entre 8h e 8h30, com uma armadilha do tipo
CDC modificada (funcionando como um aspirador manual/tipo capturador de

Castro). Foram selecionadas arvores com caules acima de 100 ¢m de circunferéncia

e presenga de buracos, facilitando o encontro destes insetos.
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2.3- Disseccéao e isolamento de flagelados

Logo apos a retirada das armadilhas estas foram imediatamente conduzidas
ao laboratério de Leishmaniose e Doenga de Chagas (CPCS/INPA) para dissecgso
das fémeas vivas e identificagdo das espécies.

Em cada exemplar examinado foram registradas informagdes referente a
espécie, caracteristicas da infeccdo e das condigdes dos ovérios (Anexo). O
conteido estomacal dos insetos infectados foi semeado em meio de cultura bifasico
NNN-Difco B45 (Novy & MacNeal, 1904; Nicolle, 1908) acrescido de 0,5mL de
solugéo salina (NaCl) a 0.9% e inoculado (0,1mL) na regi&o do focinho de dois
hamsters (Mesocricetus auratus).

A taxa de infecgdo natural (TIN) foi obtida pelo calculo percentual da razdo
entre o nimero de fémeas infectadas e o nimero de fémeas dissecadas por espécie

em todos os métodos de coleta que foram utilizados.

3. RESULTADOS

Do total de 4463 flebotomineos coletados, 386 (8,6%) fémeas foram
dissecadas (Tabela 2), sendo 237 (5,3%) da area de menor alteragédo (Pontos 1-3) e
149 (3,3%) da area de maior alteragéo antrépica (Pontos 4-6).

Dos individuos dissecados, 53,6% (207) eram de coletas por aspiragéo em
base de arvore, 37% (143) de capturas por armadilha luminosa e 9,4% (36) em
armadilha com isca animal. Verificou-se a infecgdo apenas em flebotomineos

capturados nas bases das arvores.
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Tabela 1 — Espécies de flebotomineos hospedeiros de leishmanias na

Amazoénia brasileira.

Espécies*

Flagelados**

Local

Autor

L. umbratilis

L. anduzei

L. whitmani

L. wellcomei
L. complexa
L. ayrozai

. paraensis
. squamiventris
. ubiquitalis

~r~r~r

. ruii

l\

. antunesi #
L. flaviscutellata

L. olmeca nociva
L. reducta

r~

. longipalpis

L. (V.) guyanensis

L. (V.) shawi

L. (V.) guyanensis

L. (V.) braziliensis

L. (V.) naiffi

L. (V.) lainsoni
L. (V.) sp.

L. (V.) lindenbergi
L. (L.) amazonensis

L. (L) chagasi

AM/PA

PA/AP

PA

PA

AM/PA

PA
AM

PA
AM

RO

PA

Lainson et al., 1976
Ward & Fraiha, 1977
Arias & Freitas, 1978
Arias & Freitas, 1977
Ryan et al., 1987
Lainson et al., 1989
Ryan et al., 1987
Freitas et al., 2002
Lainson et al., 1979
Lainson et al., 1973
Souza et al., 1996
Arias et al., 1985
Lainson et al., 1990

Naiff et al., 1989
Silveira et al., 1991
com.pessoal A Franco,
2003

Silveira et al., 2002
Lainson & Shaw, 1968
Arias et al., 1987

Freitas et al., 1989
Lainson et al., 1985

*L.: Lutzomyia; **L: Leishmania sub-géneros: (V.): (Viannia);, (L.): (Leishmania);
AM: Amazonas; PA: Para; AP: Amapa; RO: Rondénia; # provavel vetor.

A taxa de infeccdo natural encontrada em insetos coletados na mata de

menor alteragdo foi de 2,7% (1/37) em L. rorotaensis e de 0% (2/4) em L.
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spathotrichia. Na &rea com maior influéncia antrépica o numero de flebotomos
positivos foi mais elevado, encontrando-se 8,6% de L. umbratilis (5/58) e 4,5% de L
rorotaensis (1/22). O conteudo estomacal de todas as fémeas positivas continha
sangue em decomposi¢cdo e a maioria apresentou de 6 a 20 flagelados por campo
com excecdo de um exemplar de: L. umbratilis com 1 a 5 por campo, alem de L.
spathotrichia e L. umbratilis ambos com 21 a 40 flagelados por campo. As fémeas
apresentavam infecgdo por promastigotas no intestino anterior e médio, com
excegdo de uma fémea de L. rorotaensis, no qual, s6 foram encontrados flagelados
no intestino médio (Tabela 3). Todos os espécimens apresentaram ovos maduros.
N2o foi possivel a identificagdo ao nivel de espécie dos tripanosomatideos isolados,
pois nenhum dos parasitas encontrados desenvolveu-se no meio de cultivo, além de
nao terem sido observadas lesGes cutaneas nos hamsters inoculados num periodo

de trés meses.

4. DISCUSSAO

A L. umbratilis € considerada como o principal vetor de L. guyanensis para o
homem na Guiana Francesa e Norte do Brasil (Lainson et al., 1976, Arias et al.,
1985; Freitas et al., 2002) e provaveimente em outros regibes da Amazonia. Em
nossa investigacdo essa espécie foi a mais abundante em base de arvore em toda
area e, do total dissecado cinco estavam parasitadas totalizando uma taxa de
infeccdo de 8.6%. Lainson ef al. (1981), encontraram em L. umbratilis no norte do
Para uma taxa de infecgado de 1,7% (20/1139), Ready et al. (1985) realizando um
estudo piloto de controle de L. umbratilis na area periurbana da cidade de Manaus

(bairro de S&o José) registraram uma taxa de infecgéo por L. guyanensis para esta
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espécie de 7% (39/554) e Freitas et al. (2002), em investigagbes no Amapa
assinalaram uma taxa de infecgdo nestes insetos de 26,5% (56/21 1). No Jari (PA)
foram capturados 77 flebotomineos picando dois homens e deste total 72 eram L.
umbratilis. Os individuos picados posteriormente desenvolveram 13 lesées nos
bragos, causadas por L. (V.) guyanensis confirmando assim o papel de grande
importancia que esta espécie tem para a regio (Lainson et al., 1979).

A L. spathotrichia, espécie antropofilica, foi a terceira mais freqlente nas
coletas em base de arvore com taxa de infecgéio de 13,3% (2/15). No Estado do
Amapa, Freitas et al. (2002) encontraram esta espécie como a segunda mais
abundante em base de arvore, com uma taxa de infecgédo de 33,3% (1/3). Em nosso
estudo também foi encontrado L. rorotaensis infectado com formas flageladas
promastigotas, representando 2,7% (1/37) de taxa de infecgdo no ambiente menos
alterado pelo homem e 4,5% (1/22) na mata mais antrépica. Durante o periodo de
1974 a 1983, Arias et al. (1985) trabalhando com isolamento de Leishmania e
Endotrypanum encontraram ao Norte do Amazonas e no Tocantins/Para, L.
rorotaensis infectado por tripanosomatideos 11,1% (1/9) e 13,1% (25/190)
respectivamente.

O encontro de infecgéo apenas em flebotomineos capturados nas bases das
arvores, pode estar relacionado ao habito destas espécies que mostram preferéncia
por estes locais e que ao fazerem seu repasto sanguineo procuram locais como
este para seus abrigos durante a digestao sanguinea, aumentando as chances de
encontro de grande numero de infectados concentrados neste habitat (Lainson et al.,
1976; Lainson, 1981, Freitas et al., 2002; Cabanillas & Castellon, 1999).

A tentativa de isolamento em cultivo dos flagelados observados infectando os

flebotomos foi frustada pela contaminagdo do material semeado, no entanto, apesar
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de muitos deles apresentarem formas promastigotas, nenhum dos indculos em
hamster evoluiu para lesGes cutaneas. Fato este que pode ser discutido em
decorréncia do conhecimento quanto a espécies do género Leishmania que nao se
desenvolvem em hamster (Zeledén et al., 1975; Shaw, 1987) ou flagelados de
outros géneros também ndo infectantes para animais de laboratério, como
leptomonas e endotripanos (Franco & Grimaldi, 1999). Todos os fleb6tomos no qual
se verificou infecgdo por flagelados apresentavam sangue em diferentes fases de
digestéo, fato este que ndo comprova seu papel como transmissor potencial. O-
bservagdes de infecgéo natural por leishmanias na area do campus com a espécie L.
flaviscutellata e L. olmeca nociva foram demonstradas inicialmente por Arias et al.
(1987) encontrando  exemplares infectados numa localidade préxima ao ponto P2,
Pereira et al. (2003), verificaram através de nested — PCR, utilizando primers de
genes de mini-exon, infecgdo por Leishmania do subgénero Viannia em 02 das 43
(3,77%) fémeas de L. umbratilis na area do ponto P1 do campus. A presenga de
preguicas reais (reservatorios de diversas espécies de leishmanias e outros
flagelados), naturalmente infectadas na &rea do campus por Endotrypanum
schaudinni e Trypanosoma sp. (Carmo, 2002) favorecem a possibilidade de fontes
de infecgdo destes flagelados para os flebotomineos.

E de grande importancia a realizagéo de estudos envolvendo infecggo natural
por protozoarios flagelados nestes insetos, calculando-se a sua taxa de infecgdo

natural, incriminando-se 0s novos vetores potenciais e caracterizando as espécies

de flagelados isolados sempre que possivel.
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g Tabela 2— Espécies de fémeas de flebotomineos identificadas e dissecadas para
® pesquisa de infecgéo natural por flagelados, no campus da UFAM, Manaus, AM.
8

® .. Aspiragdo Armadilha luminosa Isca animal

® Espécle Pos Neg Pos Neg | Pos Neg Total
N L. umbratilis 5 115 - 60 - 1 181
g L. anduzei -2 . 26 - 34 62
1) L. rorotaensis 2 45 - 12 - - 59
1\ L. spathotrichia 2 12 - 1 - - 15
® L. dendrophyla - 8 - 1 - - 9
S L. ubiquitalis - 4 i 4 - 8
g L. eurypyga - - - 7 - - 7
" L. claustrei - 1 - 5 - 1 7
8 L. antunesi - 1 - 5 - - 6
S L. trichopyga - - - 5 - - 5
S L. furcata -1 - 4 - - 5
2 L. davisi - ] 5 ] ] 5
™ L. flaviscutellata - 1 - 3 - - 4
) L. shannoni - 2 - - - - 2
™ L. scaffi - 2 - - - - 2
S L. micropyga -2 - - - - 2
;:" L. geniculata - 0 - 2 - - 2
N L. tuberculata - 1 - - - - 1
~ L. paraensis - - - 1 - - 1
™ L. olmeca nociva - - - 1 - - 1
™ L. georgii - - - 1 - - 1
~ L. bourrouli - 1 - - - - 1
A TOTAL 9 198 0 143 0 36 386

- L.: Lutzomyia; Pos: positivo; Neg: negativo
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Tabela 3- Distribuicio de flagelados no tubo digestivo de flebotomineos capturados
na, UFAM, Manaus, AM.

N° de N° de Distribuigdo de flagelados*

Espécie
dissecados positivos 1A M ™
L. umbratilis 181 5 5 5 0
L. rorotaensis 59 2 2 2 0
L. spathotrichia 15 2 2 2 1

IA: intestino anterior; IM:intestino médio; TM: tubos de Malpighi;

L.: Lutzomyia
* Nao foram encontrados flagelados nas pegas bucais, gléandulas salivares,

diverticulo, piloro e ileo.
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PREFERENCIA ALIMENTAR DE FLEBOTOMINEOS (DIPTERA:
PSYCHODIDAE: PHLEBOTOMINAE) NUM  FRAGMENTO
FLORESTAL URBANO NA CIDADE DE MANAUS, AMAZONAS,

BRASIL.
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CAPITULO 1l

PREFERENCIA ALIMENTAR DE FLEBOTOMINEOS (DIPTERA:
PSYCHODIDAE: PHLEBOTOMINAE) NUM FRAGMENTO
FLORESTAL URBANO NA CIDADE DE MANAUS, AMAZONAS,

BRASIL.

Palavras-chave: fonte alimentar, teste de precipitina, Lutzomyia, fragmento florestal,
Amazonas.

1. INTRODUGAO

A cidade de Manaus é um dos municipios do Estado do Amazonas onde o
nimero de casos humanos de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é
considerado como um dos mais elevados do Brasil e que vem crescendo nos Gltimos
anos, compreendendo 42,1% (7626/18092) dos casos autdctones da doenga na
regido (dados da FNS/CORAM/SEEPI*). Isso decorre principalmente das alteragées
ambientais relacionadas a destruicdo das florestas tropicais onde varios
empreendimentos s&o implantados e 0 homem desempenha atividades relacionadas
a construgéo civil, caga, pesca, desmatamento, entre outros, e ao penetrar na mata
entra em contato com os ciclos naturais de transmisséo adquirindo a doenga (Aradjo
Filho, 1981; Arias & Naiff, 1981). Na regido de Manaus e areas proximas existe uma
grande riqueza de espécies de flebotomineos, assim como em fragmentos florestais
urbanos da cidade incluindo a mata do campus da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM). Estudos preliminares realizados neste fragmento assinalaram a

ocorréncia de cerca de 40 espécies de flebotomineos (Capitulo I). Entre essa

*FNS/CORAM/SEEPI = Fundagéo Nacional de Satide/Coordenadoria Regional do Amazonas/Servigo
de Epidemiologia.
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variedade de flebétomos foram encontradas espécies transmissoras de leishméanias
como Lutzomyia umbratilis (Lainson et al., 1976; Ward & Fraiha, 1977) e L. anduzei
consideradas vetoras de Leishmania (Viannia) guyanensis (Arias & Freitas, 1978); L.
flaviscutellata e L. olmeca nociva transmissores de L. (Leishmania) amazonensis
(Lainson & Shaw, 1968; Arias et al, 1987), L. ayrozai e L. paraensis provaveis
vetores de L. (Viannia) naiffi e L. ubiquitalis incriminado como transmissor de L.
(Viannia) lainsoni (Lainson et al., 1990; Silveira, 1991).

A L. spathotrichia tem-se demonstrado antropofilica quando capturada através de
isca humana no Rio Jari (PA) por P. D. Ready (Young & Duncan, 1994). Freitas et al.
(2002), sugerem a possibilidade desta espécie estar envolvida na transmissé&o da L.
(V.) guyanensis no Estado do Amapa.

No Estado do Rio de Janeiro, Aguiar et al. (1986), verificaram que L. shannoni
sugava preferencialmente o sangue humano, tanto na copa das arvores quanto no
solo. No México e na Venezuela, esta espécie foi incriminada por Biagi et al. (1966)
como um dos provaveis vetores de LTA. A L. shannoni é também apontada como
provavel transmissora do género Endotrypanum entre preguicas no Estado do
Amazonas (Arias et al., 1985).

Ao norte do Rio Amazonas, fémeas de L. umbratilis s6 atacam o homem ao nivel
do chdo, quando perturbadas nos seus refligios naturais pela atividade humana. A
noite, a concentragdo desta espécie € mais elevada em maiores alturas, onde o
homem, pelas suas atividades na mata (caga) pode ser ferozmente atacado (Ryan et
al., 1986). Ao contrario de L. umbratilis, a L. anduzei é raramente encontrada
picando o homem (Ryan et al., 1986), demonstrando ser mais zoofilica.

Considerando que o Campus Universitario é um fragmento florestal situado

dentro da cidade de Manaus, onde a leishmaniose tegumentar é endémica e a
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ocorréncia de um grande fluxo de pessoas constantemente na area, assim como a
presenca da populagéo adjacente, aliado ao fato da falta de informagdes basicas
sobre os flebotomineos e sobre a dindmica de transmisséo de LTA nesta localidade,
este estudo preliminar tem como objetivo determinar a fonte de repasto sanguineo
de algumas espécies de flebétomos existentes neste ambiente na tentativa de

elucidar alguns aspectos da transmiss&o da leishmaniose nesta area e os provaveis

hospedeiros potenciais.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracteristicas da area de coleta

As capturas dos insetos foram realizadas no Campus da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), localizado na cidade de Manaus, Estado do Amazonas. A area
do campus (aproximadamente 800 ha, localizada a 03° 04’ 34" S e 59° 57' 30" W) é
considerada como uma das maiores areas tropicais urbana e o segundo fragmento
florestal urbano do Brasil (Figura 1). Neste fragmento habitam vérios representantes
mamiferos como edentatos (Bradypus tridactylus, Choloepus didactylus, Tamandua
tetradactyla, Dasypus novemcinctus e Cyclopes didactylus), primatas (Pithecia
pithecia, Saimiri sciureus e Saguinus bicolor bicolor), roedores (Sciurus sp.,
Dasyprocta agouti, D. fuliginosa e Myoprocta acouchy) e carnivoros como Nasua
nasua (Carmo 2002).

O relevo da mata é composto por platds, encostas e baixios. Este ambiente
comporta uma vegetacdo formada de mata terra firme, campina, campinarana,

capoeira e mata secundaria em diversos niveis de sucessio (Ribeiro et al.,1999;
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Nara & Cruz, 1996). Este estudo foi realizado em mata de terra firme com diferentes
graus de alteragdes antropicas ambientais.

A area esta circundada por bairros adjacentes o que facilita a penetracdo da
populagdo na mata para atividades de caga, retirada de madeira e pratica de esporte

(Carmo 2002), ficando o homem exposto a populagéo de flebotomineos.

Figura 1. Area do Campus da Universidade Federal do Amazonas mostrando os

pontos de coleta dos insetos (*Pontos 1-6/Capitulo I).
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2.2 Coleta de Material
a As coletas foram realizadas nos meses de novembro e dezembro de 2002 no
,}, horéario de 8h as 10 h, utilizando-se o método de aspiragdo em base de arvore com
- armadilha de luz do tipo CDC modificada (Laboratériode leishmaniose/INPA), em
-
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cinco pontos previamente determinados [areas com alteragSes antrépicas distintas —
Pontos 1, 2, 3 (menos antropicos), 5 e 6 (mais antropicos)].

Os exemplares de flebétomos foram transportados para o Laboratério de
Leishmaniose e Doengas de Chagas — INPA/AM, mortos a uma temperatura de 20°C
para interromper o processo digestivo e mantidos nesta mesma temperatura até a
realizagdo dos ensaios de precipitina (teste de precipitina em microcapilar). Para a
identificagdo das fémeas ingurgitadas retirou-se o final do abdome para a
observagdo da espermateca. A identificag&o foi realizada de acordo com a chave
taxonémica de Young & Duncan (1994). As fémeas foram acondicionadas por
espécie em tubos de eppendorf e enviados ao Laboratério Nacional e Internacional

de Referéncia em Taxonomia de Triatomineos — FIOCRUZ/RJ, para a realizagéo do

teste de precipitina.

2.2.1. Técnica de Precipitina

A técnica de precipitina foi adaptada para estudos de fontes alimentares por Bull
& King (1923), com o intuito de descobrir os alimentos ingeridos pelos insetos
hematéfagos. As caracteristicas deste método consistem na visualizagdo da
formagd@o de um anel de cor branca proveniente da reagdo antigeno+anticorpo que
se forma em tubos microcapilares de vidro com 40mm de comprimento, 4mm de
didmetro externo e 2mm interno (Figura 2).

Em nosso estudo a identificagcdo das fontes alimentares foi realizada através da
técnica de precipitina segundo Siqueira (1960), com algumas adaptagbes. Os

insetos foram triturados individualmente com solugéo salina pH 7,0 e posteriormente

222D D 2D D22 DDIDDIDDDDDDIDDVDDDODPRPDPRPRPRORPPRDDODS

centrifugados a 1.800 rpm por 5 minutos e o eluato examinado através da reagao in
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vitro, utilizando-se anti-soros de ave e mamiferos (Lorosa et al., 1998). As fémeas
ingurgitadas de sangue foram processadas testando-se cinco antigenos no eluato
obtido, utilizando-se anti-soros preparados em coelhos, originados de: humano
(Homo sapiens), roedor (Rattus rattus), desdentado (Bradypus sp.), canideo (Canis

familiares) e ave (Gallus gallus).

g Flebotomineos diluidos
em solugdo salina
1 2 3 4 5 8 T B 9 B
? 4
//
Anti-soros

Figura 2. Figura esquematica do teste de precipitina.

Anti-soros: 1. Humano; 2. Ave(galinha); 3. céo; 4.Preguica; 5. Roedor; 6 e 7.
controles negativos da reacdo (apenas salina e fémea de flebotomineo sem
sangue); 8 e 9. controles positivos da reacédo (sangue homolégo para um dos anti-

SOros).

3. RESULTADOS

Um total de 199 flebotomineos foram analisados através do teste de
precipitina. Deste total 151 eram de ambiente com menor alteragdo antropica
(Pontos: 1, 2 e 3) e 48 espécimens de area com maior alteragéo (Pontos: 5 e 6).

Nos ambientes considerados de menor alteragéo antropica, verificou-se que
76,2% (115) eram da espécie L. umbratilis, 21,9% (33) L. spathotrichia, 1,3% (02)

Lutzomyia do grupo shannoni e 0,6% (01) de L. anduzei. No ambiente com maior
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alteragdo antrépica 95,8% (46) eram de L. umbratilis e 4,2% (01) L. spathotrichia
(Figura 3).

A L. umbratilis foi abundante em base de éarvore, verificando-se que a fonte
alimentar predominante para esta espécie nas areas de menor alteragdo foi de
roedores 34% (46), seguido de canideos 19% (26), edentatos 18% (24), humano
16% (22) e ave 13% (18) — (Figura 4). Similarmente na area de maior alteragéo, os
canideos e os roedores prevaleceram ambos com 29% (13) de positividade,
seguidos de preguica 22% (10) e humano 20% (9) — (Figura 4). O contetdo do tubo
digestivo de 10 exemplares de L. spathotrichia, reagiu com os anti-soros de
edentatos (40%), roedor e ave 5 de cada (20%), 3 de humano (12%) e 2 de canideo
(8%). No ambiente mais alterado, apenas um reagiu com anti-soro humano e um
com ave (Figura 5). Um exemplar de L. anduzei coletado no Ponto 2 reagiu com anti-
soro de edentato e dois contetdos digestivos de Lutzomyia do grupo shannoni
reagiram para roedor e canideo. Repastos mdiltiplos foram observados em L.
umbratilis (ponto P1 — humano/ave, cdo/ave, humano/cdo, preguica/ave, P2 —
cdolave, P3: cdo/ave e humano/ave) e L. spathotrichia (P1 — preguiga/ave,

cao/roedor, roedor/ave).
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% de flebotomineos

20

L. umbratilis L. spathotrichia  Grupo shannoni L. anduzei
espécies

O Area menos alterada B Area mais alterada

Figura 2. Porcentagem de espécies de fleb6tomos capturados em mata de terra
firme com diferentes graus de alteracéo antrépica no fragmento florestal da UFAM,

Manaus, AM.
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I Figura 4. Porcentagem de reagbes positivas em Lutzomyia umbratilis para varios
& anti-soros em ambiente com maior alteragdo antrépica (Pontos 4.5 e 6) na area da

UFAM.
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n° reagoes positivas
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Ave Céo Humano Preguica Roedor
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O Ambiente menos alterado 0 Ambiente mais alterado

Figura 5. Numero de reages positivas em Lutzomyia spathotrichia para varios anti-

soros em ambiente com diferentes niveis de alteragdo antropica (Pontos 5 e 6) na
area da UFAM.
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© Tabela 1. Preferéncia alimentar de flebotomineos vetores de leishménias no Brasil.

©

© Espécie Preferéncia por fonte alimentar Local Autor

© Animal % (total positivos/Total

@ testados)

@ Lutzomyia Humano 65,5(889/1357) RJ Aguiar et al., 1987

© intermedia

g L. whitmani Humano 67,0(8/12) RJ Aguiar et al., 1987

® .

® L. intermedia Humano D' 6,25 RJ *Afonso et al., 2002
® PD?6,15

@ Caes D' 7,92

) Equinos PD? 6,15

S Aves D' 9,17

I\ ) PD? 6,92

® Roedores D' 15,42

® PD? 6,92

® L. longipalpis Aves (galinha) 76,0 (137/181) RJ Aguiar et al., 1987

S Humano PA Quinnell et al., 1992
® Cavalos 62,6(8168/13043) RN  Ximenes et al., 1999
© L. longipalpis Caes 37,85(109/124) SP  *Camargo-Neves et
Z Humano 1,04 (3/124) al., 2002

- Ave 4,17(12/124)

oy L. umbratilis Edentatos 64 (624/975) AM  *Christensen et al.,
é {preguiga) 1982

- L. anduzei Edentatos 63,6 (14/22)

~ (preguica)

D Grupo shannoni Edentatos 73,0 (694/951)

- L. flaviscutellata Roedores 89,7(3030/3377) PA Shaw & Lainson,
& 1968

o * sangue analisado pelo método de precipitina; os outros trabalhos analizaram a
: preferéncia alimentar utilizando diferentes iscas como fontes de repasto, ndo foi

has

calculado valor percentual. D*: Ambiente doméstico; PD? Ambiente peridoméstico.
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4. DISCUSSAO

A fonte alimentar de algumas espécies de flebotomineos vetoras de
leishmanias vem sendo estudada e discutida em diferentes regides (Tabela 1).

Aguiar et al. (1987), realizaram estudos sobre preferéncia alimentar de
flebotomineos do Rio de Janeiro e detectaram que L. intermedia e L. whitmani
apresentaram-se mais antropofilicas enquanto que L. /ongipalpis revelou maior
preferéncia por aves (galinhas). Contudo, em outro estudo com L. longipalpis,
coletados na ilha de Marajé no Para, demonstrou-se a preferéncia por sangue de
humanos quando comparados com céo e galinhas (Quinnell et al., 1992).

Em condi¢des naturais, fémeas de flebotomineos, além de exercer a
hematofagia, alimentam-se de aglicares, derivados de varias fontes (folhas, frutos e
secregbes de afideos) onde em conseqléncia podem ingerir microorganismos, tais
como, diversas espécies de bactérias, comuns a microbiota do trato digestivo destes
insetos (Oliveira et al., 2000).

O habito alimentar dos flebotomineos aliado a outros fatores pode, determinar
a sua capacidade de infecgdo por Leishmania. Com exce¢do de L. donovani na
[ndia, onde a infecgdo aparentemente ocorre de homem a homem, e na sua maioria,
os vetores se alimentam do sangue de reservatorios animais e humanos (WHO,
1980).

A determinagéo da fonte alimentar pelo teste de precipitina anteriormente no
era considerada como um bom recurso para avaliar esses parametros, varios fatores
levaram a isto, como por exemplo, de que a pequena quantidade de sangue ingerida
ndo era suficiente para a anélise, além da dificuldade em se encontrar fémeas

ingurgitadas de sangue. Theodor (1936) relatou que o Phlebotomus papatasi ingere
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em torno de 0,3 a 0,5 mg de sangue. Uma outra dificuldade relacionada ao estudo
do padrdo alimentar de flebotomineos oriundos de uma floresta tropical, esta
relacionada a ampla diversidade de hospedeiros potenciais (Tesh et al., 1971). Para
tal, criaram-se métodos alternativos para se determinar os habitos alimentares dos
flebotomineos, tais como: a utilizagdo de armadilhas contendo uma bandeja
acrescida de dleo (que também apresenta dificuldades de interpretagédo - Guy et al.,
1984), além de metodos baseados em reagGes sorolégicas, como o de precipitina,
seja este realizado em microcapilares (Siqueira, 1960) ou microplacas (Tesh et al.,
1971).

Teste de precipitina realizado com vetores de L. (V.) guyanensis na regigo de
Manaus/AM revelou que a fonte alimentar predominante para L. umbratilis foi de
edentatos (pregui¢a) seguido de roedores, resultado similar ocorreu com individuos
de L. anduzei e do grupo shannoni (Christensen et al., 1982). No entanto, em nossa
investigagéo, L. umbratilis apresentou maior positividade para sangue de roedor
seguido de céo e edentatos (preguiga). A area do campus é considerada como um
fragmento florestal isolado no centro urbano de Manaus, onde a entrada de
humanos e a presenga de cées sdo comuns. Neste local, a densidade de preguigas-
reais determinada por Carmo (2002), em 2001 foi em torno de 0,12 individuos/ha.
Todas essas observagdes nos levam a concluir que as mudangas ambientais e a
conseqliente oportunidade de oferta de alimento possam ter influenciado nos
resultados obtidos, quando comparamos com a literatura correlata, onde preguicas—
reais seriam a fonte alimentar predominante para L. umbratilis na drea de Manaus
(Christensen et al., 1982).

A despeito de todas as dificuldades relacionadas a tentativa de se verificar os

habitos alimentares de L. umbratilis, L. anduzei, L. spathotrichia e Lutzomyia grupo
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shannoni, pelos resultados das reages de precipitina, aqui apresentados pode-se
deduzir que L. umbratilis nas duas areas estudadas picou preferencialmente
roedores (34% e 29%), contrario ao observado por Christensen et al. (1982) em
quatro areas de floresta de terra firme da cidade de Manaus, AM (Cidade Nova,
Colbnia Santo Antdnio, Reserva Florestal Ducke e Estagdo de Campo do CEPLAC).
Fato como este pode estar diretamente relacionado as agdes antrépicas sobre a
natureza, que podem influir decisivamente na disponibilidade de hospedeiros
(Aragdo, 1975; Gomes, 1983).

E discutida a participagéo de L. spathotrichia na transmissdo da leishmaniose
tegumentar, verificando-se que sua preferéncia como fonte alimentar em ambas as
areas foi de sugar sangue de preguicas (em torno de 40%), assim como diferentes
espécies de outros animais (roedores, aves e canideos), além do sangue humano
(12%). Bastante interessante foi a possibilidade de se observar que estes insetos
tem a capacidade de realizar repasto mdultiplos sugerindo possibilidades
alternativas de transmissdo a diversos hospedeiros caso o inseto ndo venha a
atingir o repasto sanguineo completo, como exemplo, verificou-se repastos mistos
de: L. umbratilis em humano/ave, cdo/ave, humano/cdo e pregui¢a/ave e L.

spathotrichia em preguiga/ave, céo/roedor e roedor/ave.
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IV. DISCUSSAO GERAL

A fauna de flebotomineos encontrada no campus da UFAM mostrou-se
bastante diversificada, com um indice de diversidade em torno de 6,4 pertencente a
diferentes grupos e com padrbes distintos de distribuigdo ficando dentro do
observado para a regiéo Amazonica. Freitas et al. (2002) trabalhando no Amapa
(municipio de Porto Grande) encontrou um indice de diversidade em torno de 6,8.
Utilizando-se os dados obtidos nos estudos de Castelon et al. (1989) em Roraima,
Arias & Freitas (1982) no Amazonas e Dias-Lima et al. (2002) no Amazonas, todos
em floresta de terra firme, foram obtidos os indices de diversidade dessas areas
(7.8, 7.3 e 6.2 respectivamente). Estes valores demonstram a elevada diversidade
de espécies nesta regigo, favorecida pelo clima, temperatura e tipo de vegetagao
existente.

Em toda area da UFAM foram assinaladas 41 espécies do género Lutzomyia,
onde a maioria encontrava-se abaixo de 5 metros de altura do solo.

As espécies mais abundantes a 5m foram L. claustrei, L. davisie L. eurypyga,
enquanto a 15 metros L. umbratilis e L. anduzei tiveram o maior nimero de
individuos assinalados. Paes (1991); Castellon et al. (2000) e Dias-Lima et al.
(2002), trabalhando em varias areas no Amazonas demonstraram uma maior riqueza
de espécies em estratos abaixo de 15m e a prevaléncia de L. umbratilis e L. anduzei
a 15 metros de altura, o que vem confirmar nossos resultados para a regigo.

A alta prevaléncia de L. umbratilis em base de arvore no periodo da manha,
horario das coletas, e o fato de s6 terem sido encontrados flagelados em insetos
nesse ambiente pode ser explicado, dentre outros fatores, por sua biologia que

mostra a preferéncia deste inseto por base de arvore e o encontro de grande
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numero de infectados concentrados neste habitat (Lainson et al., 1976; Lainson,
1981;Freitas et al., 2002; Cabanillas & Castellon, 1999).

Sobre a razéo sexual das quatro espécies vetoras de L. (V.) guyanensis e L. (L.)
amazonensis para a regiéo, os resultados indicam que fémeas de L. umbratilis e L.
anduzei foram predominantes a 15m ocorrendo nos trés estratos e L. flaviscutellata e
L. olmeca nociva estiveram mais restritas a niveis mais préximos do solo. Memmott
(1991) e Dias-Lima et al. (2002) relacionam este tipo de distribuigdo com as fontes
de alimento desses insetos, ou seja, a distribuigdo da fonte alimentar destes
flebotomineos pode restringir sua ocorréncia nos varios estratos, L. umbratilis e L.
anduzei vetoras de L. (V.) guyanensis s&o atraidas por edentatos (principalmente
Choloepus didactylus) e marsupiais do género Didelphis, animais arboricolas, que
sobem e descem as arvores em busca de alimento e L. flaviscutellata juntamente
com L. olmeca nociva vetoras de L. (L.) amazonensis fazem seu repasto sanguineo
em roedores silvestres, Proechimys e Oryzomys, que séo encontrados ao nivel solo
naturaimente infectados por leishmanias (Christensen et al., 1982; Talhari et al.,
1988).

A predominéncia de L. anduzei e o baixo numero de individuos de L.
umbratilis em capturas com armadilha “Disney”, tanto em Choloepus como
Bradypus, chamou-nos atengéo pelo fato de ao compararmos as informagées de
literatura, no qual assinalam que as preguicas s&o as principais fontes de repasto
sanguineo para L. umbratilis e L. anduzei (Cristensen et al., 1982), em nossos
resultados verificamos que estas observagdes ndo se adequam na area do campus
da UFAM, visto que ao utilizarmos isca animal a 10 m de altura, poucos exemplares
de L. umbratilis foram coletados e pelos testes de precipitina, os individuos de L.

umbratilis picaram preferencialmente roedores, o comportamento desta espécie
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neste ambiente contraria as informagdes de literatura. Fato como este pode estar
diretamente relacionado as agfes antropicas sobre a natureza, que podem influir
decisivamente na disponibilidade de hospedeiros (Aragdo, 1975; Gomes, 1983).

Os resultados deste trabalho referem-se as primeiras informagdes sobre a
biologia de flebotomineos neste fragmento urbano da cidade de Manaus, e
corrobora para o conhecimento da distribuigdo vertical, diversidade, infecgdo natural
e fonte de repasto sanguineo desses insetos, bem como, a compreensdo da

epidemiologia dos vetores de leishmaniose na regi&o do Amazonas.
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V. CONCLUSOES GERAIS

De acordo com as analises realizadas e os resultados obtidos, pode-se concluir:

1. As espécies de flebotomineos mais abundantes na area do Campus da
Universidade Federal do Amazonas, em base de arvore foram: Lutzomyia
umbratilis, seguida de L. rorotaensis e L. spathotrichia. Na estratificagdo das
espécies observou-se que L. umbratilis e L. anduzei, ocorreram nos trés

estratos, sendo mais abundantes a 15 metros de altura do solo.

2. A fonte de repasto sanguineo preferencial na area do campus da UFAM, para
L. umbratilis foi de roedores seguida de canideos. Para L. spathotrichia a
fonte de repasto sanguineo mais comumente detectada pela técnica de
precipitina foi para edentatos. Confirmando a zoofilia destas espécies e seu
poder de adaptacéo da utilizagdo como fonte alimentar a oferta de sangue, de

acordo, com os mamiferos hospedeiros disponiveis na area.

3. Espécies de flebotomineos na éarea do campus da UFAM, foram ser
encontradas naturalmente infectadas por tripanosomatideos, tais como, L.
umbratilis com uma taxa de infecgéo de 8,6%, L. rorotaensis com 4,5% e L.
spathotrichia apresentando uma taxa de 50% . Este fato nos leva a sugerir a
necessidade de estudos mais aprofundados na area com o intuito de se tentar

evidenciar a circulagéo de patégenos humanos transmitidos por estes insetos.
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4. Observagoes feitas quanto a fonte alimentar utilizada (edentatos), capturas
em isca animal, infecgdo natural por flagelados e com base em informagdes
de literatura, reforcam a sugestdo do provavel envolvimento da espécie L.
spathotrichia no ciclo de transmissédo da leishmaniose tegumentar americana

na regido Amazodnica.

5. Os resultados obtidos, demonstram a importancia na realizagdo de estudos
de diversidade (6,4 para a area do Campus da UFAM), distribuicdo e
infecgdo de flebotomineos, principalmente, em ambientes onde 0 homem vem

agindo incessantemente, transformando e alterando o habitat destes insetos.
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Anexos
Vil. ANEXOS
FICHA DE DISSECCAO
IA FLEBOTOMOS EXAMINADOS
oS S LOCAL:
,.:%L/? METODO DE CAPTURA:
o pDDIV DATA: / !
Conteudo Condigdes dos ovarios | EXAM Locais Parasitados
o Estomacal
'3 1-_em desenvolvimento f:ggg:égl%
E SF|SD SS Ac 2 - OVOS pequenos +/ - P ™ 1A M IP DIV PB GS
M
3 - ovos grandes
+]01 4 05 p/ campo| Obs: P ~ Triangulo Posteior; TM - Tubo de Malpighi; IA - Intestino Anterior; IM- Intestino
++(06 & 20 P; campo Médio; IP - Intestino Posterior; DIV - Diverticulo; PB - Pegas Bucais; GS - Glandulas
::: ﬂ g ‘rtopF; c‘:aarerpoo :alivarzs;; SF — Sangue fresco; SD - Sangue em Decomposigao; SS — Sem Sangue; AG -|
glicar
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Distrito Industrial - Manaus/AM

o

INSTITUTO BRAS, DO MEIO AMB. 15 DOS REC NATURAIS RENOVAVELS - IRAMA/ MMA
REPRESENTACAO DO TBAMA NO ESTADO DO AMAZONAS
FAX N (092)613-3095 - Tel: (092) 613-3277/3094/3096/3080/320 |

Rua Ministro Joao Gongalves de Souza, s/u”, BR-319, K 01

CEP: 69.075-830

N’ DA LICENCA N? REGISTRO NO IBAMA PERIODO DE VALIDADE

PROCESSO/DOC IBAMA N°

TRANSPORTE DI ANIMALS SILVESTRIS / MATERIAL ZOOLOGICO

E COLETA 1 TRANSPORTE DI MATERIAL BOTANICO { PESQUISA CIENTIFICA)
E] TRANSPORTLE DE PRODUTOS 15 SUB- PRODUTOS DA FAUNA

E EXPOSICAO 15 70U CONCURSO DI ANIMALS SILVESTRIES

E OUTROS(especiticar)

FAVORECIDO - ESPECIFICACAOQ:
NOME: INPA

" PLINEO E. S. SILVA E FRANCISCO L. SANTOS

36/2001 NNNNNNNNANNNN 22/10/2001 1 22/10/2002 02005.002979/01-36
OBJETO: ) FAVOR IEC[D()
CAPTURA E/OU COLETA DL ANIMAILS SILVESTRES / MATERIAL Z0O0OLOGICO 700LOGICO

INSTITUIGAO CIENTIFICA
PESQUISADOR

[ EXPOSITOR / CONCURSO
[=-1 CRIADOURO COMERCIAL
[ CRIADOURO CIENTIFICO
[T OUTROS (especificar) :

ENDERECO: AV. ANDRE ARAUJO. 1756 - BAIRRO PETROPOLIS. MANAUS-AM
RESPONSAVEIS PELA EXPEDICAO NO CASO DE COLETA/CAPTURA: ANTONIA M. R. FRANCO. JOSE A. DA
FONSECA NETO. ROBERTO D. NAIFF. NIVEA A. S. DO CARMO. MARCUS PEREIRA. LILIANE NERY. CIBELE
BAPTISTA. FRANCIMEIRE G. PINHEIRO. KARINA CAMARA. LOURIVA M. CASTRO. PAULO R. ALBUQUERQUE.

TRANSPORTADOR: OS MESMOS
MEIO DE TRANSPORTE: AQUATICO E TERRESTRE.

DESTINO: - INPA

PROCEDENCIA/LOCAL CAPTURA/LOCAL PESQUISA: AREAS VERDES DE MANAUS E RIO PRETO DA EVA

QUANT. (T1PQ) | NOME CIENTIFICO NOME COMUM
NXXX Cholocpus BICHO PREGUICA
XXXX Bradvpus BICHO PREGUICA

XXXXXXX NXXXXNXXX OUOOON

tedqoeor e enrrerre

ASSOCIADO COM POTENCIAL DIE USO COMERCIAL,

OBS. ESTA LICENCA NAO AUTORIZA O USO DO MATERIAL BIOLOGICO PARA ACESSAR INFORMAGORS DIE ORIGEM
GENETICA. CONTIDA NO TODO OU PARTES DI ESPECIME  VEGETAL, FUNGICO. MICROBIANO OU  ANIMAL:
SUBSTANCIAS PROVENIENTES DO METABOLISMO DUESSES SERES VIVOS £ DE EXTRATOS OBTIDOS DESSES
ORGANISMOS VIVOS OU MORTOS, ENCONTRADOS 1M CONDICOES N $I77 , INCLUSIVE DOMESTICADA. OU MANTIDOS
M COLECOES EX SITU . DESDE QUIE COLETADOS 1EM_CONDICOES N SITU. NO TERRITORIO NACIONAL. NA
PLATAFORMA CONTINENTAL OU NA ZONA ECONOMICA EXCLUSIVA. VISANDO ATIVIDADE EXPLORATORIA PARA
IDENTIFICAR COMPONENTES DO PATRIMONIO GENETICO 1 INFORMACAO SOBRE O CONHECIMENTO TRADICIONAL

LOCAL E DATA DA EMISSAO ASSINATURA E CARIMBO/ALTORIDADE EXPEDIDORA
MANAUS / AM ) ,
22/10/2001. ' % ,/M

VALIDA ENCLUSIVAMENTE NO ESTADO DO AMAZONAS,

ESTA LICENGCA NAO AUTORIZ A: .

11, CAPTURNCOLETATRANSPORTE DI ESPECIES  AMEACAD
ESPECIFICO APROVADO: ;

CENPORTAGAO DEANINALS VIVOS OV AMLATERILAL ZOOLOGICO.,

PUBLICOS)

o VALIDASOMENTE SEM EMENDAS OU RASURAS.

A Y AR Y]

¥ DE EXTINGCAO. SALVO QUANDO CONSTANTE DI

12. CAPTURACOLETATRANSPORTE DE ALVTERIAL BIOLOGICO NAS AREAS DE INFLUENCIA DE EMPREENDIMENTOS St
LICENCLAMENTO AMBIENTAL CONFORME RESOLUCO DO CONAMA DE N 237 DI 19/12/97. SALVO QUANDO ESPECHICADO,

13. CAPTURA COLETA TRANSPORTE DE FAUNA E FLORA ENAREA DE DOMINIO PRIVADO. SEM 0 CONSENTIMI

FACITO DO PROPRIETARIO NOS TERMOS DOS ARTIGOS 594. 596. 597 1 39% DO CODIGO CIVIL:

(4. CAPTUR ACOLETA TRANSPORTE DE FAUNA E FLORA EM UNIDADES DE CONSERVACAO FEDERALS. ESTADU

AJUNICIPALS . SALYO QU ANDO ACOMPANIADO BO CONSENTIMENTO DO ORGAO ADMINISTRADOR COMPETENTT,

¢ SAOISENTAS DF COBRANGA DE TANA (RECOLIINENTO DE DUA), INSTITUICOES CHENTIFICAS, PESQUISADORES 12 7000 OGICON

PROJETO
HEITOS Ao
INTO ENPRESSO O

AIS. DISTRITAIS O



